在化疗方案中加入酪氨酸激酶抑制剂（TKI）后Ph染色体阳性急性淋巴细胞白血病（Ph^+^ALL）的预后明显改善[@b1]，但是对于化疗联合TKI治疗效果不佳的儿童及成人，异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）仍然是目前重要的一种治疗手段。Ph^+^ALL的allo-HSCT治疗模式是移植前采用化疗联合TKI，在移植后仍然予以TKI维持治疗以降低复发率。本研究采用回顾性分析的方法，对单中心在完全缓解（CR）状态下行allo-HSCT的Ph^+^ALL的预后及其影响因素进行分析。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2012年5月至2017年5月在CR状态下在本院进行allo-HSCT的116例Ph^+^ALL患者纳入研究。患者在移植前均接受了TKI的治疗。排除二次移植患者。相关诊断标准参照文献[@b2]。

2．相关实验室检测方法：染色体核型分析采用G显带。巢式PCR方法检测BCR-ABL融合基因。用荧光定量PCR法对BCR-ABL融合基因进行定量检测。使用DNA测序方法测定ABL正反向激酶区的基因突变，检测范围包括ABL基因激酶区全长（第242～493位氨基酸的编码序列）范围内的点突变、短片段插入和缺失突变。采用DNA测序的方法进行血液肿瘤突变分析。巨细胞病毒（CMV）和EB病毒（EBV）的监测采用实时荧光定量PCR法。

3．allo-HSCT预处理方案：HLA配型采用高分辨配型10个基因位点。预处理方案采用以全身放疗（TBI）或白消安（BU）为基础的方案。其中TBI为基础的方案为TBI 2 Gy每日2次×3 d，环磷酰胺（Cy）1.8 g/m^2^×2 d。BU为基础的方案为BU 0.8 mg/kg，每6 h 1次×4 d，Cy1.8 g/m^2^×2 d。加强方案为在标准预处理方案基础上加用塞替派或依托泊苷或FLAG方案。塞替派用法为5 mg/kg×2 d；依托泊苷用法为15 mg/kg×2 d或30 mg/kg×1 d。FLAG方案具体为氟达拉滨30 mg/m^2^×5 d，阿糖胞苷2 g/m^2^×5 d，G-CSF 5 µg·kg^−1^·d^−1^×5 d。脏器功能不全的患者，以氟达拉滨替代Cy。

4．移植物抗宿主病（GVHD）预防方案：亲缘单倍型和非血缘移植给予ATG\[兔抗人胸腺细胞免疫球蛋白（商品名即复宁）或兔抗人T细胞免疫球蛋白（商品名费森尤斯）\]。兔抗人胸腺细胞免疫球蛋白剂量为1.25～2 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d，兔抗人T细胞免疫球蛋白剂量为5 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d。同胞全相合allo-HSCT患者不给予ATG或给予半量ATG。从-9天开始给予环孢素A（CsA）或他克莫司，初始剂量分别为1.25 mg/kg每12 h 1次和0.015 mg/kg 24 h静脉维持，根据谷浓度调节剂量。吗替麦考酚酯0.5 g每12 h 1次（儿童单次剂量不超过15 mg/kg）。小剂量甲氨蝶呤，具体为15 mg/m^2^ +1 d，10 mg/m^2^ +6、+11 d。

5．相关标准和定义：中性粒细胞绝对计数连续3 d\>0.5×10^9^/L的第1天定义为粒细胞植活时间。脱离血小板输注PLT连续7 d\>20×10^9^/L的第1天定义为血小板植活。急性GVHD（aGVHD）按照modified Glucksberg grade标准分度。慢性GVHD（cGVHD）按照传统分为局限型（50％以下的皮肤受累或仅有肝脏受累）和广泛型cGVHD（累积任何其他器官，50％以上皮肤受累，或肝硬化）。复发包括形态学复发和分子学复发，形态学复发指获得MRD阴性CR或CR或CR伴血细胞不完全恢复（CRi）后骨髓中原始细胞≥5％；或者外周血中出现原始细胞；或者出现髓外白血病。分子学复发指获得MRD阴性CR后，通过荧光定量PCR或者流式细胞术检出MRD阳性。

6．随访：随访截止日期为2019年5月27日。随访资料来自门诊、住院病历及电话随访。总生存（OS）时间指造血干细胞回输结束至末次随访或死亡的时间。无病生存（DFS）时间指造血干细胞回输结束至疾病复发、死亡或末次随访的时间。

7．统计学处理：采用NCSS12和R3.4.4统计学软件进行统计学分析。OS和DFS采用Kaplan-Merier分析方法，进行Log-rank检验。复发、移植相关死亡率（TRM）、GVHD采用NCSS软件进行累积发生率的竞争风险分析，采用Gray\'s检验。将性别、年龄（≤14岁，15～39岁，≥40岁）、起病时WBC（\<30×10^9^/L，≥30×10^9^/L）、诊断至移植间隔时间、BCR-ABL融合基因类型、体细胞突变类型、CR状态、移植前MRD水平、预处理方案、预处理方案强度、移植类型、GVHD预防方案、ATG种类、aGVHD分度、cGVHD分度、CMV血症的有无、EBV血症的有无等因素，纳入影响DFS、OS、累积复发率、TRM的单因素分析。单因素分析中*P*\<0.200的因素进入多因素分析，采用Cox回归分析法对影响患者OS和DFS的因素进行统计分析。用R统计软件，采用有竞争风险的回归模型对影响累积复发率和TRM的因素进行多因素分析。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般临床资料：共116例Ph^+^ALL-CR患者在本院接受了第1次allo-HSCT。其中男72例（62.1％）、女44例（37.9％）。中位年龄20（4～64）岁。按照BCR-ABL融合基因类型分类：P190 82例、P210 21例、P200（e8a2） 1例、资料缺失12例。共71例进行了体细胞突变检测，37例阴性，34例阳性，体细胞突变最多见为IKZF1突变（20例次），其次为PAX5突变（5例次）、RUNX1突变（3例次）和TP53突变（3例次）。起病时中位WBC 45.9（1.3～652.6）×10^9^/L。在allo-HSCT前共2例患者接受了CD19 CAR-T细胞治疗。移植前状态：第1次CR（CR~1~）82例、CR~2~ 25例、CR~3~ 7例，CR~4~ 2例。诊断至移植的中位时间为247（99～2 686）d。

2．造血重建情况：患者输注的单个核细胞（MNC）为（8.73±2.30）×10^8^/kg，CD34^+^细胞（4.49±1.92）×10^6^/kg，CD3^+^细胞（2.13±3.52）×10^8^/kg。1例患者血小板未植活。1例患者因早期死亡，白细胞及血小板植活时间无法评估。其余患者粒细胞中位植入时间为14（8～29）d；血小板中位植入时间为13（5～70）d。

3．GVHD发生情况：100 d aGVHD累积发生率为44.0％（95％*CI* 35.8％～54.0％），其中Ⅲ～Ⅳ度aGVHD 100 d的累积发生率为9.5％（95％*CI* 5.4％～16.6％）。

1年cGVHD发生率为62.3％（95％*CI* 54.0％～71.8％），5年cGVHD发生率为67.6％（95％*CI* 59.5％～76.8％）；其中广泛型cGVHD累积发生率1年为37.1％（95％*CI* 29.4％～47.0％），5年为41.5％（95％*CI* 33.4％～51.5％）。

4．复发率：5年任何水平累积复发率（形态学+分子学水平）为18.5％（95％*CI* 12.6％～27.3％），中位复发时间为移植后179（30～1121）d。移植后持续缓解95例，分子学水平复发10例，形态学复发11例，三组5年OS率分别为75.6％、90.0％和41.6％（*P*＝0.143）。

移植后形态学复发的11例患者中3例为髓外复发。分子及细胞形态学复发患者治疗干预措施包括给予TKI 13例、供者干细胞输注或供者淋巴细胞输注12例、CAR-T细胞治疗5例、NK等细胞免疫治疗4例、放疗1例、化疗9例、干扰素等细胞因子治疗3例。复发患者中死亡7例，其中死于复发5例，另2例分别死于感染和GVHD。

5．死亡相关情况：30例患者死亡。死因分别为GVHD 12例、感染9例、复发5例、血栓性微血管病4例。100 d TRM为3.5％（95％*CI* 1.3％～9.0％）。5年TRM为19.9％（95％*CI* 13.8％～28.7％）。

6．患者生存相关分析：116例患者5年OS率为73.2％（95％*CI* 63.8％～80.5％）。5年DFS率为61.4％（95％*CI* 51.8％～69.7％）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。
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OS：总生存；DFS：无病生存](cjh-41-07-564-g001){#figure1}

7．预后影响因素分析：DFS影响因素的单因素分析结果见[表1](#t01){ref-type="table"}，纳入Cox多因素分析的因素有移植类型、ATG种类、aGVHD分度和cGVHD分度。Ⅲ～Ⅳ度的aGVHD是影响患者DFS的不利因素（*HR*＝2.724，*P*＝0.036）。其他因素对DFS的影响无统计学意义（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 影响CR状态下行异基因造血干细胞移植的Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者DFS、OS、累积复发率和TRM的单因素分析

  影响因素              例数   5年DFS率（％）   *P*值   5年OS率（％）   *P*值   5年累积复发率（％）   *P*值   5年TRM（％）   *P*值
  -------------------- ------ ---------------- ------- --------------- ------- --------------------- ------- -------------- -------
  性别                                          0.234                   0.630                         0.104                  0.774
   男                    72         65.2                    71.4                       13.9                       20.9      
   女                    44         54.7                    76.2                       26.7                       18.2      
  年龄                                          0.204                   0.035                         0.855                  0.075
   ≤14岁                 37         73.0                    82.6                       16.2                       10.8      
   15～39岁              61         52.9                    63.0                       18.6                       28.0      
   ≥40岁                 18         66.7                    88.9                       22.2                       11.1      
  起病时WBC                                     0.902                   0.967                         0.769                  0.877
   \<30×10^9^/L          42         61.0                    73.8                       17.1                       21.4      
   ≥30×10^9^/L           67         62.1                    73.3                       18.4                       19.7      
   资料缺失              7          57.1                    64.3                       28.6                       14.3      
  诊断至移植间隔时间                            0.928                   0.060                         0.399                  0.250
   \<180 d               32         64.5                    87.5                       22.7                       12.5      
   ≥180 d                84         60.3                    67.7                       17.0                       22.7      
  融合基因类型                                  0.471                   0.192                         0.961                  0.218
   P190                  82         64.0                    76.1                       18.5                       17.2      
   P210                  21         61.1                    74.7                       19.1                       19.1      
   未分型                12         41.7                    50.0                       16.7                       41.7      
  体细胞突变                                    0.358                   0.469                         0.682                  0.726
   未检测或资料缺失      45         57.8                    70.8                       20.0                       22.2      
   阳性                  34         56.3                    69.2                       22.5                       20.6      
   阴性                  37         69.7                    80.6                       13.5                       16.7      
  CR状态                                        0.340                   0.260                         0.325                  0.869
   CR~1~                 82         64.0                    76.2                       16.3                       19.5      
   \>CR~1~               34         54.9                    64.9                       23.5                       21.3      
  移植前MRD                                     0.221                   0.266                         0.348                  0.427
   阴性                  44         67.9                    79.1                       16.2                       15.9      
   阳性                  72         57.5                    69.7                       19.7                       22.4      
  预处理方案                                    0.386                   0.566                         0.830                  0.324
   TBI为基础的方案      104         59.9                    72.2                       18.7                       21.2      
   BU为基础的方案        12         75.0                    83.3                       16.7                       8.3       
  预处理方案强度                                0.700                   0.287                         0.396                  0.622
   标准方案              56         59.8                    77.9                       22.1                       17.9      
   加强方案              60         63.0                    68.7                       15.0                       22.0      
  移植类型                                      0.073                   0.270                         0.376                  0.083
   同胞全相合            21         50.0                    70.8                       30.0                       19.1      
   亲缘单倍型            77         68.6                    76.7                       15.6                       15.8      
   非血缘                18         44.4                    61.1                       16.7                       38.9      
  GVHD预防                                      0.210                   0.521                         0.207                  0.693
   环孢素A              109         59.9                    72.5                       19.7                       20.3      
   他克莫司              7          85.7                    85.7                         0                        14.3      
  ATG种类                                       0.144                   0.201                         0.466                  0.526
   费森尤斯              72         63.8                    77.4                       16.7                       19.5      
   即复宁                31         67.7                    71.5                       16.1                       16.1      
   无ATG                 13         33.3                    52.8                       33.3                       30.8      
  急性GVHD分度                                  0.042                   0.000                         0.599                  0.001
   无                    63         61.3                    74.1                       17.8                       20.6      
   Ⅰ\~Ⅱ度                42         67.0                    81.2                       22.8                       10.1      
   Ⅲ\~Ⅳ度                11         36.4                    34.1                        9.1                       54.6      
  慢性GVHD分度                                  0.008                   0.120                         0.617                  0.030
   无                    37         45.2                    64.2                       22.4                       32.4      
   广泛型                49         68.5                    74.7                       14.6                       16.6      
   局限型                30         70.0                    82.1                       20.0                       10.0      
  CMV血症                                       0.688                   0.294                         0.926                  0.517
   无                    55         64.8                    79.3                       18.8                       16.4      
   有                    60         59.2                    69.0                       18.6                       21.8      
  EBV血症                                       0.832                   0.316                         0.043                  0.059
   无                    91         61.8                    75.6                       22.7                       15.4      
   有                    24         62.5                    66.4                        4.2                       33.3      

注：因早期死亡，在CMV和EBV血症分析组中各有1例未纳入统计分析，融合基因类型e8a2仅有1例患者，未纳入统计分析。DFS：无病生存；OS：总生存；TRM：移植相关死亡率；CR：完全缓解；CR~1~：第1次CR；MRD：微小残留病；TBI：全身照射；BU：白消安；GVHD：移植物抗宿主病；CMV：巨细胞病毒；EBV：EB病毒

###### 完全缓解状态下行异基因造血干细胞移植的Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者无病生存影响因素的多因素分析

  影响因素          *HR*（95％*CI*）      *P*值
  -------------- ----------------------- -------
  移植类型                               
   亲缘单倍型               1            
   非血缘         1.905（0.824～4.405）   0.132
   同胞相合       1.798（0.632～5.116）   0.272
  ATG种类                                
   费森尤斯                 1            
   即复宁         0.890（0.406～1.954）   0.772
   无ATG          1.074（0.360～3.209）   0.898
  急性GVHD分度                           
   无                       1            
   Ⅰ～Ⅱ度         0.861（0.428～1.734）   0.675
   Ⅲ～Ⅳ度         2.724（1.067～6.954）   0.036
  慢性GVHD分度                           
   无                       1            
   广泛型         0.530（0.254～1.105）   0.090
   局限型         0.491（0.215～1.120）   0.091

注：GVHD：移植物抗宿主病

对OS影响因素的单因素分析结果见[表1](#t01){ref-type="table"}，纳入Cox多因素分析的因素有年龄、诊断至移植间隔时间、融合基因类型、aGVHD分度和cGVHD分度。结果显示，年龄15～39岁（*HR*＝2.730，*P*＝0.044）、诊断至移植间隔时间≥180 d（*HR*＝4.534，*P*＝0.010）和发生Ⅲ～Ⅳ度的aGVHD（*HR*＝7.558，*P*＝0.000）是影响患者OS的不利因素。而发生局限型cGVHD是影响患者OS的有利因素（*HR*＝0.300，*P*＝0.034）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 完全缓解状态下行异基因造血干细胞移植的Ph^+^急性淋巴细胞白血病患者总生存影响因素的多因素分析

  影响因素                 *HR*（95％*CI*）      *P*值
  -------------------- ------------------------ -------
  年龄                                          
   ≤14岁                          1             
   15～39岁             2.730（1.027～7.253）    0.044
   ≥40岁                0.488（0.093～2.570）    0.398
  诊断至移植间隔时间                            
   \<180 d                        1             
   ≥180 d               4.534（1.439～14.284）   0.010
  融合基因类型                                  
   P190                           1             
   P210                 0.458（0.141～1.491）    0.195
   未分型               2.001（0.742～5.402）    0.171
  急性GVHD分度                                  
   无                             1             
   Ⅰ\~Ⅱ度               0.548（0.215～1.402）    0.210
   Ⅲ\~Ⅳ度               7.558（2.503～22.822）   0.000
  慢性GVHD分度                                  
   无                             1             
   广泛型               0.499（0.209～1.192）    0.118
   局限型               0.300（0.098～0.913）    0.034

注：GVHD：移植物抗宿主病

进入累积复发率影响因素竞争风险模型的因素只有性别和EBV血症。性别或者移植后是否发生EBV血症对累积复发率的影响无统计学意义。进入TRM影响因素的竞争风险模型的因素有年龄、移植类型、aGVHD分度、cGVHD分度和EBV血症的有无，分析显示增加TRM风险的因素为发生EBV血症（*HR*＝3.909，95％*CI* 1.500～10.184，*P*＝0.005），而cGVHD可以降低TRM风险（*HR*＝0.451，95％*CI* 0.252～0.807，*P*＝0.007）。

讨论 {#s3}
====

采用stjudeXV化疗方案，儿童ALL 10年OS率为（91.1±2.8）％，但Ph^+^ALL 5年OS率只有（48.0 ±20.0）％[@b3]。加入TKI后儿童Ph^+^ALL预后明显改善，在COG研究中，化疗联合伊马替尼患者3年EFS率为（80±11）％ [@b1]，即使如此，治疗效果不佳的儿童Ph^+^ALL仍需积极行allo-HSCT。对于成人Ph^+^ALL，根据治疗反应分为低危组、中危组和高危组。北京大学人民医院的数据把起病时WBC\<30×10^9^/L、2个疗程巩固治疗后BCR-ABL基因水平下降3个数量级的患者定为低危组，研究显示中高危组仍可以从allo-HSCT获益[@b4]。除此之外，成人Ph^+^ALL接受TKI单药治疗者，88％可检出BCR-ABL点突变，接受hyper-CVAD+TKI治疗者，60％可检出突变。而儿童Ph^+^ALL患者在复发时仅有12％（2/16）发生点突变[@b5]，成人Ph克隆较儿童Ph克隆更不稳定。因此对于成人Ph^+^ALL，allo-HSCT仍然作为一个重要的治疗方法。

本研究结果显示性别、起病时WBC、BCR-ABL融合基因类型、体细胞突变类型、CR状态、移植前MRD水平、预处理方案、预处理方案强度、移植类型、GVHD预防方案、ATG的种类、CMV和EBV血症的有无对OS和DFS无明显影响。CR~1~和\>CR~1~组的5年OS率分别为76.2％和64.9％（*P*＝0.260），而在文献中报道，CR~1~和\>CR~1~组的10年OS率分别为54％和29％（*P*＝0.01）[@b6]。以上可能反映了目前Ph^+^ALL移植模式的改变，如移植后血象能耐受的情况下即给予TKI维持治疗，通过监测MRD水平，早期给予供者细胞输注等干预措施预防复发，从而改善了预后。另外一些化疗的不良因素如附加的体细胞突变对移植的结果并未造成影响，说明allo-HSCT预处理、供者细胞的抗白血病效应和移植后TKI的维持治疗等可以消除这些化疗不良预后因素对移植的影响。在本研究中，移植前无论MRD是否阳性，移植结果相似。采用标准预处理方案和加强预处理方案预后也相似，提示对于Ph^+^ALL，即使MRD阳性也可以采用标准预处理方案，有可能进一步降低TRM。本研究中同胞全相合移植、非血缘移植和亲缘单倍型移植组OS率差异无统计学意义，并且亲缘单倍型移植组复发率有降低的趋势。另外本研究显示无论是DFS、OS、累积复发率和TRM，预处理采用TBI方案和Bu方案，差异均无统计学意义，因此，Ph^+^ALL完全可以以BU方案替代TBI方案。本组患者具有和国外类似研究不同的特点，如亲缘单倍型移植占比为66.3％，远高于欧洲的研究（亲缘单倍型移植病例占15％），患者中位年龄为20（4～64）岁，而欧洲的研究中位年龄为44（18～70）岁[@b7]。

在多因素分析中，诊断至移植间隔时间≥180 d（*HR*＝4.534，*P*＝0.010）是影响OS的不利因素，提示对于有移植指征的Ph^+^ALL患者应尽早进行HSCT。发生Ⅲ～Ⅳ度aGVHD者生存率下降，与大多数研究结论一致。但是在年龄分组中，15～39岁年龄组OS率低于≤14岁和≥40岁年龄组，可能的原因为本年龄段患者在研究中具有较其他两组TRM升高的趋势，另外还可能与样本量不均衡有关。

研究显示，移植后采用伊马替尼维持治疗可以明显改善Ph^+^ALL预后，5年累积复发率从33.05％降至10.18％；5年DFS率从33.5％提高到了81.5％[@b8]。因本研究为非前瞻性研究，对于移植后TKI的干预这一重要因素没有统一方案，因此未作为影响因素分析。

本研究为单中心回顾性分析，其中的结论需要进一步的多中心前瞻性研究来验证。
